clinical enzyme by sahmani, mehdi
آنزيم
سوبسترامحصول
P +  E           SE            E +               S
ودواكنش ميشانرژي فعالسازيآنزيم سبب كاهش •
را تغيير نميدهدثابت تعادلآنزيم مقدار •
واحد بين اللملي فعاليت آنزيم
در شرايط يك دقيقهمقداري از آنزيم كه در مدت -
ا به ريك ميكرومول سوبسترابتواند Hpمطلوب دما و 
محصول تبديل نمايد
فعاليت را مي توان بر حسب واحد ها ، ميلي واحدها يا -
)L/U(ميكروواحدها در واحد حجم نمونه بيان كرد 
واحد كاتال
هيك ثانيمقداري از آنزيم كه در مدت 
بتواند Hpدر شرايط مطلوب دما و 
را به محصول يك مول سوبسترا
تبديل نمايد
اساس اندازه گیری  آنزیم
عات بعلت مقادیر کم آنزیم در سرم ، بافت وسایر مای-
جم بدن از فعالیت وقدرت کاتالیتیکی آن در واحد ح
استفاده می شود 
، حرارت ، HPفعالیت آنزیم ها در حالت اپتیما از نظر -
یری غلظت ماده اولیه ، غلظت کوفاکتورها وغیره اندازه گ
می شود 
می فعالیت آنزیم ها در بیماری های گوناگون تغییر-
راوان کند وتعیین آن در تشخیص وپیشگیری ارزش ف
دارد
روش های اندازه گیری فعالیت آنزیم
اساس کاهش مقدار سوبسترا در مدت: کم شدن غلظت ماده اولیه -1
زمان معین
وان ماده تولید شده را می ت):محصول ( اندازه گیری ماده تولید شده -2
اسید اثر کربنیک انیدراز روی( با روش های فتومتری ، حجم سنجی 
)تیل کولین اثر استیل کولین استراز روی اس( ، تیتراسیون ) کربنیک 
د به تغییرات از حالت اکسی: تغییرات کوآنزیم در جریان واکنش -3
احیه فرم احیای آنها در ن) . کوانزیم های نیکوتینی( احیا و برعکس 
.جذب بیشتری دارندVU
میزنآ یریگ هزادنا یاه شور
• Two Point
• Multiple Point
• Kinetic Assay
• The Rate of Reaction
• End Point ( Enzymatic/ colorimetric)
ر زمان مقدار محصول تولید شده یا سوبسترای مصرفی د•
معینی تعیین می گردد
سرم یا پلاسما به محلول ماده اولیه که دارای غلظت •
وبعد از زمان معین ) 1A( معین می باشد افزوده شده 
( ری غلظت سوبسترا با استفاده از تغییرات جذب نو
) 2A
-1A=AΔ 2Aمحاسبه •
از واکنش در حال پیشرفت AΔچندین AΔبجای یک •
را محاسبه می نماییمt/AΔبدست آمده و سرانجام 
دقت سنجش بیشتر است•
ر در در این روش نیاز به یک واکنش تنظیم شده و ادامه دا•
صولی که شرایط اپتیموم داشته تا بتوان کمترین مقدار مح
ردد بدست می آید یا مقدار سوبسترایی که مصرف می گ
اندازه گیری کرد) بطور مداوم( را
الا دقت ،حساسیت وصحت ودرستی ب: امتیازات این روش •
وقت زیاد: معایب •
سرعت تبدیل ( در این روش سرعت واکنش آنزیمی •
اندازه گیری می گردد نه مقدار) سوبسترا به محصول 
سرعت بستگی مستقیم به فعالیت آنزیم دارد•
گذشته )esahp gal(در این روش باید واکنش از فاز اولیه•
طی باشدتا به سرعت یکنواخت برسد و ثانیا واکنش باید خ
سرعت 
واكنش
سوبسترا
در این روش یک واکنش آنزیمی را با یک واکنش •
رنگ زا همراه کرده ومیزان فعالیت آنزیم به شدت 
رنگ ایجاد شده بستگی دارد
رددر اینجا اندازه گیری در پایان واکنش انجام می گی•
نکات مهم در اندازه گیری آنزیم
ت محدودی( ارجحیت سرم نسبت به پلاسما : نمونه لازم -1
)ضد انعقاد 
عدم استفاده از سرم همولیز -2
( از ظروف استریل ولو له های آزمایش یکبار مصرف -3
)HPعوامل مهار کننده و 
نمونه گیری در صبح و ناشتا بودن-4
آسپارتات ترانس آميناز يا گلوتامات 
اگزالواستات ترانس آميناز
آسپارتات+ لفاكتوگلوتاراتآاگزالواستات    + گلوتامات
احتياج استPLPبراي انجام واكنش به •
ضلات، كليه، بافت قلب، كبد، عسيتوپلاسم و ميتوكندرياين آنزيم در •
وجود دارد..... گلبول قرمز و 
علل افزايش كاذب
هموليز نمونه•
طولاني شدن فاصله زماني تهيه سرم از نمونه•
در نوزادان چندين برابر افراد بالغ است•
علت افزايش فيزيولوژيك
علل افزايش شديد
:آسيب پارانشيم كبد از جمله •
هپاتيت ويروسي–
نكروز كبدي حاصل از سموم–
نارسايي در گردش خون همراه با شوك و –
هيپوكسي
عفونت منونوكلئوز–
علل افزايش خفيف
ساعت بعد از سکته شروع به 6–8: سکته قلبی •
ساعت بعد از 81–42افزایش نموده، پیک آن 
د به سکته مشاهده شده و حدود چهار الی پنج روز بع
حد طبیعی میرسد
سيروز•
يرقان انسدادي•
سرطان كبد•
ديستروفي عضلاني و درماميوزيت•
جراحي و آسيب بافت عضلاني•
كم خوني هموليتيك•
سنجش به روش شيميايي
ا فرانکل، اگزالواستات حاصل ب–در روش ریتمن •
ولید دی نیتروفنیل هیدرازین در محلول قلیایی ت4و2
.ترنگ مینماید که متناسب با فعالیت آنزیم اس
.نمونه مورد استفاده سرم عاری از همولیز است•
.سرم باید در اسرع وقت تهیه شود•
.آنزیم به مدت یک الی سه روز است4Cدر دمای  •
سنجش به روش آنزيمي
توسط HDANاگزالواستات حاصل با •
. آنزیم مالات دهیدروژناز واکنش میدهد
043میزان کاهش جذب در طول موج 
.نانومتر متناسب با مقدار آنزیم است
نانومتر دارای 043در طول موج HDAN•
.جذب میباشد
رانس آلانين ترانس آمينازيا گلوتامات پيروات ت
آميناز
آلانین+آلفاکتوگلوتارات پیروات    +گلوتامات 
احتیاج استPLPبرای انجام واکنش به •
لتی، این آنزیم در سیتوپلاسم بافت کبد، عضله اسک•
وجود دارد..... کلیه، قلب و 
علل افزايش شديد
هپاتيت ويروسي•
نكروز كبدي در اثر سموم•
نارسايي در گردش خون همراه با شوك و هيپوكسي•
عفونت منونوكلئوز•
علل افزايش خفيف
سيروز•
يرقان انسدادي•
احتقان كبدي•
جراحي و آسيب بافت عضلاني•
سكته قلبي•
The  End
لاكتات دهيدروژناز
يا  
:يد آنزيم لاكتات دهيدروژناز واكنش زير را كاتاليز مينما
+DAN+  لاكتات  پيرووات   +  HDAN  + H
جود اين آنزيم تقريبا در سيتوپلاسم تمام سلولهاي بدن و
برابر فعاليت آن در 005دارد و فعاليت آن در بافتها حدود 
اصولا سنجش آنزيم لاكتات دهيدروژناز تام. سرم است
به عنوان يك شاخص غير اختصاصي صدمه سلولي به
.حساب ميايد
اين آنزيم به صورت تترامر بوده و از
Mو Hدو نوع زنجير پپتيدي 
آنزيم لاكتات . ساخته شده است
دهيدروژناز داراي پنج ايزوآنزيم 
ز بوده كه ميتوان توسط الكتروفور
م اخيرا ايزوآنزي. آنها را تفكيك نمود
. نوع ششم نيز مشاهده شده است
ايزوآنزيم ساختار ايزوآنزيمدارايبافت ايزوآنزيمخصوصيت
دارايايزوآنزيماين
هيدروكسيفعاليت
دهيدروژنازيبوتيرات
.ميباشد
1-DL HHHH مگالوبلاستلوزالمعده،قرمز،گلبولكليه،قلب،
2-DL MHHH يهرطحال،تيروئيد،لنفاوي،غددقرمز،گلبولقلب،
خونانعقادهنگامبه
مييابدافزايش
3-DL MMHH پلاكتتيروئيد،طحال،لنفاوي،غدد
4-DL MMMH كبدريه،عضله،
5-DL MMMM لنفوسيتگرانولوسيت،عضله،كبد،
X-DL - اسپرمبيضه،
الگوي الكتروفورز ايزوآنزيمهاي آنزيم 
لاكتات دهيدروژناز 
كاتد1-DL , 2-DL , 3-DL , 4-DL , 5-DLآند
براي Hميل تركيبي زيرواحد 
لاكتات بيشتر از پيرووات 
ايزوآنزيمهاي داراي . است
در ايجاد پيرووات Hزيرواحد 
توسط 1-DL. نقش دارند
.پيرووات مهار ميگردد
علل افزايش كاذب
هموليز نمونه–1
فاصله طولاني بين زمان نمونه گيري و تهيه سرم -2
علل افزايش شديد
21حدوددهيدروژنازلاكتاتآنزيم:قلبيسكته–1
ازعدبيافته،افزايشقلبيسكتهشروعازبعدساعت
روز01ازبعدورسيدهحداكثربهساعت27–69
.ميرسدطبيعيحدبه
آنميجملهازخونياختلالاتازبرخي–2
مگالوبلاستيك
وشوكباهمراهخونگردشدرنارسايي-3
هيپوكسي
هكليپيوندردمواردازبرخيدروكليويوقفه-4
علل افزايش خفيف
ويروسيهپاتيت-1
سرطان-2
عضلانيبيماريهاي-3
ريهآمبولي-4
عفونت منونوكلئوز-5
است 1-DL > 2-DLدر حالت طبيعي  
2-DL > 1-DLاما در سكته قلبي 
DL deppilfميشود كه به اين حالت 
.ميگويند

كراتين كيناز
يا  
ناز آنزيم كراتين كيناز يا كراتين فسفو كي
:واكنش زير را كاتاليز مينمايد 
PTA+  كراتين  كراتين فسفات +  PDA
اين آنزيم در عضلات مخطط، قلب، مغز، كليه و
.ريه وجود دارد

به آنزيم كراتين كيناز
صورت ديمري است 
كه از دو نوع زيرواحد 
ساخته شده Mو B
. است
ايزوآنزيم ساختار ايزوآنزيمحاويبافت خصوصيت
مشاهدهسرمدر
نميشود
،صافعضلاتتيروئيد،مغز،
يتناسلوگوارشيسيستم
1-KC BB
آنزيم%5
كينازكراتين
تشكيلراخون
ميدهد
2-KC BM عضلاتدركممقداربهقلب،
آنزيم%59
كينازكراتين
تشكيلراخون
ميدهد
3-KC MM استخوانقلب،عضلات،
به الگوي الكتروفورز ايزوآنزيمهاي كراتين كيناز
:صورت زير است 
كاتد: 1-KC   ,   2-KC   ,   3-KC:آند 
به الگوي الكتروفورز ايزوآنزيمهاي كراتين كيناز
:صورت زير است 
KC orcam
كاتد: M-KC1-KC   ,   2-KC   ,   3-KC:آند 
12-KC 13-KC 23-KC
براي جداسازي ايزوآنزيمهاي 
كراتين كيناز علاوه بر روش 
ا الكتروفورز روي استات سلولز ي
محيط آگاروز ميتوان از روشهاي 
كروماتوگرافي تعويض يوني، 
، مهار شوندگي توسط آنتي بادي
فعال شوندگي انتخابي و سنجش
.ايمونولوژيكي استفاده نمود
علل افزايش فيزيولوژيك
نوزاداندر-1
زايمانازبعدروزچند-2
علل افزايش شديد
ناوليكينازكراتينآنزيم:قلبيسكته-1
خوندرقلبيسكتهازبعدكهاستآنزيمي
.مييابدافزايش
عضلاتتحليلوعضلانيديستروفي-2
اسكلتي
خونگردشنارساييوشوك-3
خفيفعلل افزايش 
عضلانيآسيب-1
جراحيازبعد-2
ورزشيتمرينات-3
عضلانيمكررتزريقات-4
هيپوتيروئيديسم-5
مصرف برخي از داروها-6
در بعضي از تومورها–7
اب مركزي بيماريهاي درگيركننده سلسله اعص–8
ن سنجش آنزيم كراتي
كيناز در تشخيص 
مرگ جنين در داخل 
رحم مهم ميباشد 
از به مقدار طبيعي آنزيم كراتين كين
سن، جنس، نژاد، وزن، توده 
تگي عضلاني و فعاليت فيزيكي بس
ميزان فعاليت در مردان . دارد
در سياه . بيشتر از زنان است
د پوستان فعاليت آنزيم از سفي
پوستان بيشتر است

اتازالكالين فسف
ند اين آنزيمها فسفاتازهايي هست
ند كه در محيط قليايي فعال ميباش
اين آنزيمها سبب هيدروليز 
اين . فسفومنواسترها ميگردند
آنزيمها همچنين توانايي انتقال 
.دارندگروه فسفات را نيز 
وده الكالين فسفاتاز آنزيم غشايي ب
آن كه تاكنون سوبستراي طبيعي
در افرادي كه. مشخص نشده است
يزان فاقد الكالين فسفاتاز هستند م
د و فسفواتانل آمين افزايش ميياب
از تصور ميشود كه اين جسم يكي
سوبستراهاي الكالين فسفاتاز
.باشد
اعمال الكالين فسفاتاز
زالموكوسلولهايازفسفاتوقندانتقال-1
استخوانوجفتكليه،توبولهايروده،
رودهدرليپيدانتقال-2
داخلپيروفسفاتهيدروليزدرشركت-3
سلولي
خوانياستكلسيفيكاسيونفراينددرنقش-4
مامتدرتقريبافسفاتازالكالين
جملهازداردوجودبدنبافتهاي
يه،كلتوبولهايروده،اپيتليوم
در.طحالوجفتكبد،استخوان،
ايايزوآنزيمهطبيعيافرادسرم
ايرودهواستخوانيكبدي،
.ميشودمشاهده
در برخي از بيماريهاي 
بدخيم ايزوآنزيمي از 
م الكالين فسفاتاز به نا
ريگان ديده ميشود كه 
خصوصيات آن مشابه 
. ايزوآنزيم جفتي است
ارادردرفسفاتازالكالينآنزيم
ازكهميشودمشاهدهنيز
اثردروبودهكليويمنشاء
درموجودآنزيمكليرانس
درصدمقدار.نميباشدخون
اتازفسفالكالينايزوآنزيمهاي
.استسنبهوابستهسرمدر
فاتازالكالين فسايزوآنزيمهايالگوي الكتروفورز 
همپوشانياستخوانيوكبديايزوآنزيم
مايزوآنزيمحدودهدرنيزجفتيايزوآنزيم.دارند
مايزوآنزيخصوصيات.ميگرددظاهراستخواني
هماندروبودهجفتيايزوآنزيممشابهريگان
الكتروفورزالگويدرجفتيايزوآنزيمناحيه
.ميشودمشاهده
كاتد:  روده ايجفتيااستخواني كبديپيش كبدي: آند  
با استفاده از لكتين 
و يا mreg-taehw
افزودن آنزيم نورامينيداز
ان به مدت كوتاه بهتر ميتو
ايزوآنزيم كبدي و 
. داستخواني را تفكيك نمو
كمپلكس الكالين فسفاتاز با 
آنتي بادي ناحيه پيش كبدي 
. را به وجود مياوردrevil tsafيا 
اين كمپلكس در متاستازهاي 
كبدي و بيماريهاي كبدي همچون
ي هپاتيت ويروسي و سيروز الكل
. مشاهده ميشود
روشهايازاستفادهبا
شدنفعالغيرالكتروفورز،
موادبامجاورتحرارت،توسط
كنندهدناتورهيامهاركننده
ضتعويكروماتوگرافيشيميايي،
ايمونولوژيكروشهايويوني
الكالينايزوآنزيمهايميتوان
.نمودتفكيكرافسفاتاز
با توجه به اين كه برخي از 
تفاوتهاي بين ايزوآنزيمهاي 
است الكالين فسفاتاز بسيار جزئي
با استفاده از يك روش بسختي 
يك ميتوان ايزوآنزيمها را كاملا تفك
.نمود
دقيقه51مدتبه56Cحرارتدر
واستخوانيكبدي،ايزوآنزيمهاي
كهحاليدربودهناپايدارايروده
.ندميباشپايدارريگانوجفتيايزوآنزيم
دقيقه01مدتبه65Cحرارتدر
يصورتدربودهپايداركبديايزوآنزيم
.استناپايداراستخوانيايزوآنزيمكه
فعاليتاگرحاملهغيربيماردر
هكاينمونهدرفسفاتازالكالين
حرارت65Cدمايدردقيقه01
نمونه%53ازبيشاستشدهداده
ايزوآنزيمباشدنشدهدادهحرارت
%52ازكمتراگروبالاستكبدي
.تبالاساستخوانيايزآنزيمباشد
بهمولارسهاورهمحلولحضوردر
73Cدمايدردقيقه81مدت
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